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Povzetek
Sekveniranje celotnega človeškega genoma in določitev genomske strukture
večine od okoli 32000 genov je veliko pripomoglo k boljŠemu razumevanju mo-
lekularnih osnov mnogih bolezni in pospešilo razvoj novih molekularno genet-
skih testov. Pri genetskih boleznih, kjer je bolezenski gen znan, ie odkritje mu-
tacije najbolj zanesljiva diagnostična metoda in osnovni pogoj za uspešno in
učinkovito molekularno diagnostiko. Metode in tehnike za odkrivanje mutacij v
bolezenskih genih delimo na raziskovalne in diagnostične. Raziskovalne so bolj
zahtevne in bolj splošno uporabne, medtem ko so diagnostične pogostokrat
razvite samo za določeno bolezen, določen gen ali skupino genov in omogo-
čajo hitĘšo in natančno diagnostko' Poleg tradicionalnih tehnik za diagno-
stiko, kot so citogenetske tehnike in tehnike, ki temeljijo na hibridizaciji DNA s
posebnimi označevalci so se razvile nove, katerih osnova 'je pomnoŽevanje v
veriŽni reakcija s polimerazo (PCR). To so predvsemanaliza konformacij enove-
riŽnih DNK (single stranded conformational polymorphism - SSOP)' analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis - HA), denaturacijska visokoločljivost-
na tekočinska kromatografija (DHPLC - Denaturing High PeľÍormance Liquid
Chromatography) in metodologija TaqMan. Metoda hkratnega pomnoŽevanje
od ligacije odvisnih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifi-
cation) omogoča odkrivanje odstopanja v Številu kopij DNA. V zadnjih letih pa
se je razvila predvsem tehnologija DNA mikromreŽ, ki omogoča hkratno anali_
zo velikega števila genov s pomočjo hibridizacije označenih sond na vnaprej
pripravljena analizna mesta na mreŽi. Najnovejša prizadevanja diagnostike
gredo v smeri kombiniranja več tehnologij V enotnem miniaturiziranem sistemu
za bioloŠko in klinično analizo v t'i. "laboratoriju na čipu''. Nove tehnologije
bodo omogočile mnogo hitrejšo in predvsem natančnejšo opredelitev bolezni.
Genetske bolezni
Poznamo pribliŽno 6000 genetskih bolezni in okoli 1200 genov za katere so Že
razvili diagnostične metode odkrivanja mutacij v teh genih. Za molekularno
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diagnostiko v onkologiji je še posebno pomembno ugotavljanje napak v prib-
liŽno 100 onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Za ugotavljanje večine
mutacij teh genov pa praviloma ne moremo uporabiti samo ene metode ali
tehnike. Mutacije, ki jih lahko pričakujemo v teh genih, so praviloma različnih
velikostnih redov in zaenkrat ne poznamo ene same unlverzalne metode za
njihovo odkrivanje fl-abela 1).
Tabela 1 Velikost mutacije v odvisnosti od uporabljene metode za
Določanje mutacij in polimoľÍizmov
Mutacija pomeni vsako spremembo v zaporedju nukleotidov DNK, ki se pravi-
lomaizraża v bo|ezenskem Íenotipu. Posledica mutacij so različni zapisi DNK
pri določenem genu ali aleli. Ce se alela homolognega genskega para razliku-
jeta, pravimo, da gre za helerozigotno stanje, če sta enaka, pa govorimo o
homozigotu. Homozigotna stanja so povezana predvsem z genetskimi bolez-
nimi, ki se dedujejo recesivno, heterozigotna stanja pa zboleznimi, ki se dedu-
jejo dominantno. Prve mutacije in polimorfizme so ugotavljali z uporabo re-
strikcijskih nukleaz. Znanih je več kot 300 restrikcijskih endonukleaz, ki pre-
poznajo t' i' palindromska zaporedja na dvoveriŽni DNK in na takem mestu
cepijo DNK. Uporabljajo se tudi pri metodi Southernovega prenosa s katerim
analiziramo odseke DNK' ki so precej veliki, običajno več kot 1000 baznih
parov, zato se metoda v diagnostiki uporablja predvsem za odkrivanje večjih
okvar v genomu, tj. večjih delecij, insercij ali duplikacij. Metoda prenosa po
Nońhernu je precej podobna, le da pri njej uporabimo RNK namesto DNK,
metoda prenosa Western pa se uporablja za proteine. Metoda veriŽne reakci-
je s polimerazo osnovna metoda oz. prva stopnja molekularne diagnostike,
saj omogoča pomnoŽevanje poljubnega odseka DNK, dolgega tudi do več
1000 baznih parov V zadostni mnoŽini (do 1 mikrograma), ki je potrebna za
nadaljnje diagnostične postopke (na primer reakcijo z restrikcijsko endonuk-
leazo, hibridizacijo, analizo mutacij s SSCĘ analizo heterodupleksov ali drugo
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Velikost
mutacije
Vrsta mutacije Metoda odkrivanja
mutacij
<1bp metilacija (S-metil-C > C) MLPA, sekveniranje
metiliranih citozinov
lbp tranzicije, transverzije (A>G, C>T...) SscĘ DHPLO' sekveniranje
1-10 bp delecija, insercija, podvajanje SScĘ DHPLc' sekveniranje
1 0-1 02 bp delecije, insercije, inverzije, podvajanje sscĘ DHPLc' sekveniranje
1 02-1 03 bp celotni ekson(i) t ĺntron(i) sscĘ DHPLc' sekveniranje
1 o3-1 05 bp celotni gen MLPA, citogenetske metode
1 06-1 07 bp več sosednjih genov citogenetske metode, Southern
107-ĺ08bp segmenti kromosomďcelotni kromosom citogenetske metode
metodo, dot-blot analizo ali sekvenčno reakcijo). Analiza konÍormacij enove-
riŽnih DNK (single stranded conÍormational polymorphism - SSCP) in analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis - HA) sta po pomnoŽevanju določe-
nega odseka DNK v veriŽni reakciji s polimerazo med najpogostejšimi tehnika-
mi za odkrivanje napak v bolezenskih genih. EnoveriŽna DNK se V nedenatu-
raci|ski raztopini zvije v speciÍično sekundarno Strukturo, odvisno od njenega
zaporedja. Verige DNK, ki se ločijo celo za 1 nukleotid, lahko zavzamejo dru-
gačno konformacijo - trodimenzionalno strukturo enoveriŽne DNK. Te razlike v
strukturi lahko opazimo V različnem potovanju verig - konformacij po elektro-
forezi na poliakrilamidnem gelu v primerjavi s kontrolno DNK, brez mutacije.
Njeni prednosti sta predvsem hitrost in nezapletenost, vendar pa ni stoodstot-
no občutljiva in jo je včasih teŽko interpretirati, še zlasti, kadar se pojavijo
metastabilne konformacije. Podobna metoda je analiza heterodupleksov (het-
eroduplex analysis - HA) ki se pogosto uporablja v kombinaciji s SSCĘ saj jo
lahko izvajamo pri zelo podobnih pogojih elektroforeze. Heterodupleksi so
dvoveriŽne strukture DNK, ki nastanejo po denaturaciji enoveriŽnih DNK, če
obe verigi nista popolnoma enaki. Zlasti močne strukture heterodupleksov
nastanejo pri manjših delecijah ali insercijah do 10 baznih parov, ki so pogoste
pri mnogih onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Metoda denaturacijske
visokoločljivostne tekočinske kromatografije (DHPLC - Denaturing High Pedor-
mance Liquid Chromatography) temelji na zaznavaniu sprememb DNK na pod-
lagi nastanka in ločevanju heterodupleksov' Za razliko od SSCP je njena občut-
ljivost skoraj 1oO%o, ker je optimalne pogoje analize heteroduplekov mogoče
Zelo natančno napovedati' Metoda hkratnega pomnoŽevanje od ligacije odvis-
nih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) omogoča
odkrivanje odstopanja v številu kopij DNA in je primerna predvsem za dolo-
čanje delecij in duplikacij, kijih je z drugimi metodami teŽko določiti. Metoda
TaqMan je novejŠa metoda, primerna zazelo hitro in natančno genotipizacijo
velikega Števila vzorcev, obenem pa na osnovi sledenja PCR v realnem času
omogoča tudi natančno kvantifikacijo izraianja genov. Metodo TaqMan odliku-
jejo predvsem visoka občutljivost in specifičnost, odsotnost "post_PCR'' kora-
kov, zmanjšano tveganie kontaminacije s prenosom, zmoŽnost obdelave veli-
kega števila Vzorcev, kratek čas analize in skoraj popolna avtomatizacija. Edina
metoda, s katero neposredno dokaŽemo mesto mutacije, je določevanje nuk-
leotidnega zaporedja oziroma sekvenčna analiza. Klj ub pomem bnemu napred-
ku v zadnjih letih zaradi avtomatizacije in hitrosti izvedbe ter neradioaktivnim
postopkom je metoda še vedno precej draga in zamudna, zato se v moleku-
larni diagnostiki običajno uporablja v zadnji stopnji, ko je treba vzorec DNK' v
katerem smo odkrili mutacijo z drugimi metodami, potrditi oziroma točno dolo_
čiti mestô okvare. DNK-mikromreŽe (DNA microarrays) omogočajo analizo
celotnega genoma. Hibridizacije potekajo na t. i. DNK-čipih z visoko ločljivo-
stjo. Ločimo DNK-mikromreŽe, s katerimi ugotavljamo razlike v izraŽanju posa-
meznih genov in DNK-mikromreże, s katerĺmi določamo polimođizme in muta-
cije v posameznih genih ali skupini genov.
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